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Publicatienummer: 0 746 608 B1

Octrooihouder: Novozymes A/S

Werkwijze voor het vervaardigen van een geimmobiliseerd enzympreparaat en toepas-

sing van het geimmobiliseerde enzympreparaat
Beschrijving
[0001] De uitvinding omvat een werkwijze voor het vervaardigen .van een

geimmobiliseerd enzympreparaat omvattende een enzym dat kan worden toegepast
voor een organische synthese in een in hoofdzaak organisch medium dat verstoken is

- van vrij water en een toepassing van het geimmobiliseerd enzympreparaat. Het meest

4a1gemeen voorkomende enzym dat kan worden toegepast voor een organische synthese
in een in hoofdzaak organisch medium dat verstoken is van vrij water is lipase. Voor-
beelden van andere enzymen van deze soort zijn proteasen, amidasén, esterasen, oxido-
reductasen en nitrilasen. In hetgeen hiemna volgt wordt de uitvinding veelal beschreven
met referte aan lipase als het belangrijkste voorbeeld van een enzym dat kan worden
toegepast voor een organische synthese in een in hoofdzaak organisch medium dat ver-
stoken is van vrij water. Het begrip ‘organische synthese’ heeft de in de organische
chemj;c algemeen aanvaarde betekenis. Kenmerkende voorbeelden van organisché
syntheses die behoren tot de draagwijdte van de uitvinding zijn derhalve als volgt: her-
veresteringen, omesteringen, onderlinge veresteringen, acyleringen, epoxyderingen,

" aminolyses, ammoniolyses, oxidaties en reducties. Onder het begrip ‘in hoofdzaak or--

. ganisch medium dat verstoken is van vrij water’ dient te worden verstaan een één-fasig

medium waarvan het organische-deel ten minste 50% w/w bedraagt.
[0002] Geimmobiliseerde lipasepreparaten worden toegepast als katalysator voor

onderlinge verestéringen en andere vet-gerelateerde processen, b.v. de vervaardiging

van substituten voor cacaoboter. In geval van een ladingsgewijze reactie dient de kata-
lysator te worden gescheiden van het reactiemengsel om na beéindiging van de reactie
opnieuw te kunnen worden gebruikt. Voor een bevredigend resultaat is derhalve een
goede filtreerbaarheid van de katalysator nodig. |
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. ._:,{0003} 1o WO 90/05778 wordt een werkwijze beschreven voor het vervaardigen
. cctige mobmgeexd hpasepreparaat dat kan worden toegepast bij bijvoorbeeld de

#het: vervaardigen van een goedkoop geimmobiliseerd enzympreparaat dat technische
..élgenschappen dient te bezitten die gelijk of bijna gelijk zijn aan die van geimmobili-
7 seerde enzympreparaten volgens de bestaande techniek, vooral ten aanzien van de fil-
E :treerbaarheid na een voltooide ladingsgewijze productie van margarine, en ten aanzien
t5 ‘van een lagedrukval in kolommen voor een continue bedrijfsvoering, voor het geval het
. enzym een lipase is, en in een toepassing van een zodanig genmmoblhsecrd enzympre- .
27 110007) De werkwijze volgens de uitvinding voor het vervaardigen van een
!geimmobiliseerd enzympreparaat omvattende een enzym dat kan worden toegepast
20 ‘ivoor een organische synthese in een in hoofdzaak organisch medium dat verstoken is
| wan vrij water wordt gekenmerkt door het feit dat een vloeibare enzymsamenstelling en
“een uit deeltjes bestaande silicadrager met een deeltjesgrootte van minder dan ongeveer
.}00 um worden toegepast als in een granulator of extruder in te voeren materialen, .
o ‘Waarna een granulering of extrusie wordt uitgevoerd. De vloeibare enzymsamenstelling
25 "kan niet-waterig zijn, b.v. op basis van alcohol, of waterig. De uit deeltjes bestaande -
] silicadrager kan een brede deeltjesgrootteverdeling vertonen, b.v. tussen ongeveer 5 pm

BEST AVAILABLE COPY

~ en 100 pm. In deze beschrijving met conclusies dient onder *silica’ te worden verstaan

of silica 6f een silicaat, b.v. magnesiumsilicaat. Men dient te bedenken dat de uitvin-

| *ding zowel de situatie omvat waarin eerst een uit deeltjes bestaande geimmobiliseerde

_ '30 ‘lipasesamenstelling met een deeltjesgrootteverdeling die vergelijkbaar is met de deel-
‘tjesgrootteverdeling van de uit deeltjes bestgande silicadrager wordt vervaardigd,
waarna de granulering of extrusie wordt uitgevoerd (zie Voorbeelden 6 en 7), als de

situatie waarin de vervaardiging in slechts één stap wordt uitgevoerd (zie Voorbeelden
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p__aseprepa.raat op eeﬁ silicadrager beschreven. Echter, de werkwijze volgens de uit-
dmg omvattende de decltjesgrootte van de drager en de granulering of extrusie

of il] Verrassenderwijs is gebleken dat het volgens de werkwijze volgens de
tvinding gg‘fmmobiliseerde enzympreparaat op de eerste plaats dramatisch goedkoper
3 1sdan de vergelijkbare in de techniek reeds bestaande geimmobiliseerde enzymprepa-
' titen en dat het op de tweede plaats technische eigenschappen laat zien die gelijk of
bijna gelijk zijn aan de in de techniek reeds bestaande geimmobiliseerde enzymprepa-
raten, b.v. ten aanzien van de filtreerbaarheid na-een ladingsgewijs vet-gerelateerd pro-

" ces en het ontstaan van een lagedrukverlies tijdens een continu uitgevoerd vet-gerela-
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~

-

BEST

teerd proces, wanneer het enzym een lipase is.
Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding

10012
wordt gekenmerkt door het feit dat het enzym een lipase is.
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[0013] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding
w.ord't‘gekenmerkt door het feit dat de lipase in de vloeibare lipasesamenstelling een.
thérmostabiele lipase is.

[0014] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding
wérdt gekenmerkt door het feit dat de lipase in de vloeibare lipasesanienstelling' wordt
voortgebracht door het kweken van een micro-organisme met een gen die codeert voor
een lipase afgeleid van een stam van de Humicola species, Candida antarctica of
Rhizomucor miehei, of deze tot expressie brengt.

[0015] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding

" wordt gekenmerkt door het feit dat de verhouding tussen de hoeveelheid vloeibare lipa-
- sesamenstelling en het gewicht van de uit deeltjes bestaande silicadrager ten minste

100.000 LU/g drager (drooggewicht) is. LU is de eenheid van de lipase-activiteit zoals

beschreven in AF 95.1/2-GB, die op verzoek kan worden verkregen bij Novo Nordisk

AJS. Bij de LU bepaling wordt tributyrine toegepast als substraat voor het bepalen van

de Lipase-activiteit.

[0016] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding

wordt gekenmerkt door het feit dat de zuiverheid van de silica ten minste 50 % be-
draagt, bij voorkeur ten minste 75%.

[0017] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de wérkwijze volgens de uitvinding

wordt gekenmerkt door het feit dat een granulator wordt toegepast, bij voorkeur een |

snelmenger of een menger-granulator.

[0018] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding
wordt gekenmerkt door het feit dat een vloeibare samenstelling van een bindmiddel, bij
voorkeur gelatine of polyvinylpyrrolidon, tijdens het granuleren of extruderen. door
verstuiven in de granulator of extruder wordt ingebracht.

[0019]  Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding
. wordt gekenmerkt door het feit dat het granuleren of extruderen wordt uitgevoerd voor

het vervaardigen van het geimmobiliseerde lipasepreparaat met een verdeling van de
deeltjesgrootte die overeenkomt met een hoeveelheid van ten minste 90% tussen 50 pm
en 2.000 um.

[0020]  Het met behulp van de werkwijze volgens de uitvinding bereide
geimmobiliseerde enzympreparaat wordt toegepast voor het door het enzym gekataly-

seerde proces.
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[0021] " Het met behulp van de werkwijze volgens de uitvinding bereide
geimmobiliseerde enzympreparaat wordt toegepast voor vet-gerelateerde processen.
Men dient te bedenken dat deze vet-gerelateerde processen ladingsgewijs of continu
kunnen worden Auitgevoerd. Bij ladingsgewijze uitvoering is gebleken dat het met be-
bulp van de werkwijze volgens de uitvinding vervaardigde geimmobiliseerde Fipase-
preparaat.aan het einde van het enzymatische proces een bevredigende filtreerbaarheid:
vertoont, en bij continue uitvoering is gebleken dat het met behulp van de werkwijze
volgéns. de uitvinding vervaardigde geimmobiliseerde lipasepreparaat een goede fysi-
sche sterkte vertoont die .leidt tot een bevredigend resultaat van de kolom.
[0022] ° Een voorkeursuitvoeringsvorm van de toepassing volgens de uitvinding
bestaat uit de onderlinge verestering van vetten en wordt gekenmerkt door het feit dat
vioeibare vetten of vetmengsels, waaronder vrije vetzuren of vetzure esters, in aanra-
king worden gebracht met het geimmobiliseerde lipasepreparaat.
[0023] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de toepassing volgens de uitvinding
bestaat uit de synthese van glyceriden of andere vetzuuresters en wordt gekenmerkt
door het feit dat een mengsel van glycerol of gesubstitueerde glycerolén of andere ty-
pen alcoholen en vrije vetzuren in aanraking wordt gebracht met het geimmobiliseerde
lipasepreparaat.
[0024] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de toépassing volgens de uitvinding
bestaat uit de synthese van glycolipiden. De synthese van glycolipiden met geimmobi-
liseerde lipasepreparaten in het algemeen wordt beschreven in Bjorkling, F., et al.
(1989), J. Chem. Soc., Chem. Commun., pag. 934 - 935.
[0025]) De uitvinding zal aan de hand van de navolgende voorbeelden worden
toegelicht, _
[0026]) Alle productievoorbeelden (1 - 8) geven de ladingsgewijze ﬁitvoeringsvorm
weer van de werkwijze volgens de uitvinding. Voor de vervaardiging op industri€le
schaal wordt gewoonlijk de voorkeur gegeven aan de continue uitvoeringsvorm. . Voor-
beeld 9 is een toepassingvoorbeeld. |
[0027) De toepassing volgens de uitvinding wordt indirect toegelicht in de
Voorbeelden 1 - 8 wanneer men bedenkt dat elke BAUN bepafihg de toepassing (on-

derlinge verestering) volgens de uitvinding weergeeft. De toepassing volgens de uitvin-

ding wordt direct weergegeven in Voorbeeld 9.
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- . - (Manville), ingebracht. Op het silipapocder werd, terwijl de impeller in bedrijf ‘was,

15

6
[0028) Fig. 1, direct betrekking hebbend op Voorbeeld 9, laat de omzetting zien
met betrekking tot de synthese van een ester die wordt uitgevoerd in de vorm van een
continue kolombewerking, athankelijk van de tijd.

VOORBEELDEN
VOORBEELD 1

[0029] . Ineen van een impeller met een toerental van 900 omw/min voorziene snel-
menger werd 65 g poedervormig synthetisch magnesiumsilicaat, Celkate T-21

gedurende ongeveer vijf minuten continu 75 g vloeibaar Humicola lanuginosa lipase-
concentraat (bereid volgens het Deense octrooi nr. 157560 met Humicola lanuginosa
DSM 3819, gehalte droge stof 30%, met een activiteit van 700.000 LU/ml) verstoven.
Het gevormde granulaat werd tot de volgende ochtend bij kamertemperatuur gedroogd

-~ en gezeefd (300 - 700- pm). Het vochtgehalte werd gesteld op 10% en de analyse van

20

25

30

* het monster kwam uit op 2,6 BAUN/g. Met de bepaling van de lipase-activiteit uitge-
‘drukt in BAUN (Batch Acidolysis Units Novo) wordt de aanvangssnelheid gemeten

‘van de opname van decaanzuur in zonnebloemolie met een hoog oleaatgehalte (10%

water, 70°C). Een uitvoerige beschrijving van de werkwijze (MP 9410704) is op ver-
zoek verkrijgbaar bij Novo Nordisk A/S. De bepaling werd uitgevoerd zonder magne-

tisch roeren, maar in een geschud waterbad.

.YOORBEELD 2

[0030) In een snelmenger zoals aangegeven in Voorbeeld 1 werd 65 g Celkate T-

21 ingebracht. Op het poeder werd, terwijl de impeller in bedrijf was, continu 25 g
vioeibaar Humicola lanuginosa lipaseconcentraat zoals aangegeven in Voorbeeld 1

verstoven. Hierna werd op het poeder 50 g vloeibaar Humicola lanuginosa lipasecon-

centraat met 3% (w/w) Kollidon K25 polyvinylpyrrolidon (BASF) verstoven. Het ge-

vormde granulaat werd gedurende de nacht bij kamertemperatuur gedroogd en gezeefd
(300 - 700 pm). Het vochtgehalte werd gesteld op 10% en de analyse van het monster
kwam uit op 0,5 BAUN/g.
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VOORBEELD 3

t0031] In een snelmenger zoals aangegeven in Voorbeeld 1 werd 40 g poedervor-
_ fnig gecalcineerd diatomeegnaarde, Clarcel CBL 3 (Ceca S.A.), ingebracht. Op het .
. 5 . poeder werd, terwijl de impeller in bedrijf was,. continu 11 g vloeibaar Humicola
‘- lanuginosa lipaseconcentraat zoals aangegeven in Voorbeeld 1 verstoven. Hierna werd
op het poeder, terwijl de impellér in bedrijf was, 47 g van de Humicola lanuginosa li-
_ pase met 3% (w/w) Kollidon K25 verstoven. Het gevormde granulaat werd tot gedu-
o rende de nacht bij kamertemperatuur gedroogd en gezeefd (300 - 700 pm). Het vocht-
{ ld . - gehalte werd gesteld op 10 % en de analyse van het monster kwam uit op 2,4 BAUN/g.
| e ‘ ’
- VOORBEELD 4
- -[0032] Incen snelmenger zoals aangegeven in Voorbeeld 1 werd 50 g Clarcel CBL

) 1-5_-’: 3iingebracht. Op het vloeibare poedervormige concentraat zoals aangegeven in Voor-

';;beeld 1 werd continu 72 g vioeibaar Humicola lanuginosa lipaseconcentraat zoals aan-
: gegeven in Voorbeeld 1 met 5 % (w/w) gelatine (ASF gelatine, Sanofi Bio-Industries)
Verstoven. Het gevormde granulaat werd gedurende de nacht bij kamertemperatuur
'.-'-:'_:51_ gedroogd en gezeefd (300 - 700 pm). Het vochtgehaite werd gesteld op 10 % en de

‘ 20 analyse van het monster kwam uit op 5,1 BAUN/g.

. VOORBEELD 5
R

10033]  Ineen snelmenger zoals aangegeven in Voorbeeld 1 werd 30 ¢ Clarcel CBL
: 25 3ien 20 g talkpoeder ingebracht. Op het vloeibare poedervormige concentraat zoals.’ S
- aangegeven in Voorbeeld 1 werd continu 20 g vioeibaar Humicola lanuginosa lipase-

' ldbncentraat zoals aangegeven in Voorbeeld 1 verstoven. Hiema werd op het poeder,
" “terwijl de impeller in bedrijf was, 28 g van het Humicola lanuginosa lipaseconcentraat
~ * met 2% (w/w) Methocel A-15 methylcellulose (Dow) verstoven. Het gevormde granu-
| 30 ) Iaét werd gedurende de nacht bij kamertemperatuur gedroogd en gezeefd (300 - 700

- pm). Het vochtgehalte werd gesteld op 10% en de analyse van het monster kwam uit op
1 BAUN/g
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VOORBEELDS
Gedurende 30 minuten werd 250 g Celkate T-21 gewassen met 3 volumes
onder vacuilm. Samen met 3 volu-

0,1 M acetaatbuffer, pH 4,5, gevolgd door filtreren
pH 4,5, werd in een hoeveelheid overeenkomend met 500.000
ntraat zoals aangege-

mes 0,1 M acetaatbuffer,

LU/g Celkate T-21 toegevoegd Humicola lanuginosa lipaseconce!

ven in Voorbeeld 1 en het geheel werd bij kamertemperatuur twee uur geroerd. Na fil-
treren onder vaculm werd de geimmobiliseerde lipase 24 uur bij kamertemperatuur
ehalte gesteld op 10% en kwam de uitgevoerde analyse uit

' gedroogd, werd het vochtg
eenkomend met een adsorptie

10 op 143 BAUN/E Het fltraat bevatte 27565 KLU, over

~yan 78% (of 390 kLU/g)- i
{0035]  Van de zo gedroogde geimmobiliseerde lipase op poedervormige Celkate
en in Voorbeeld 1. Op het

A T-21 werd 65 g ingebracht in een snelmenger zoals aangegeV
5% (wiw) gelatine-oplos-
de (Degussa) toegevoegd.

r in bedrijf was, 55 g van een
gd en gezeefd (300 - 700 -

(0034}

poeder werd, terwijl de impelle

15 sing verstoven. Hierna werd 0,
aat werd bij kamertemperatuur gedroo

1 g Aerosil 200 siliciumdioxi

Het gevormde granul
| ), Het vochtgehalte werd gesteld op 10% en de uitgevoerde analyse uit op 5,9
NJ‘.:’(\,*.” . . .
g sen met 3 volumes

30 minuten werd 200 g Clarcel CBL 3

. '::n[093.6]" Gedurende
‘ en onder vacuim. Samen met 3 volu-

%01 M acetaatbuffer, pH 4,5, gevolgd door filtrer
veelheid overeenkomend met 500.000

een hoe
la lanuginosa lipaseconcentraal zoals aange-
geroerd. Na

bij kamertemperatuur twee uur

‘mes 0,1 M acetaatbuffer, pH 4,5, werd in
|z LU/ Clarcel CBL 3 toegevoegd Humico
- ..jgeven in Voorbeeld 1 en het geheel werd

liseerde lipase tweemaal gewassen met2-3

' “Hiltreren onder vacuitm werd de geimmobi
volumes 0,1 M acetaatbuffer, pH 4,5, en tweemaal met gedeioniseerd water. De filtra-
82761 kLU in totaal, overeenkomend met cen adsorptie van 17% (of 86

' ten bevatten
3 '. :U/g). De geimmobiliseerde lipase werd 24 uur bij kamertemperatuur gedroogd en de
‘uitgevoerde analyse kwam uit op 13,4 BAUN/g.
rde lipase op poedervomig Clarcel

';[_0037]' Van de zo gewassen geimmobilisee

snelmenger zoals aangegeven in Voorbeeld 1. Op

: ’CBL 3 werd 55 g ingebracht in een

- EU0746 608 BI
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q [0038]
: CBL 3 werd nog een deel, d.w.z. 59 g, ingebracht in een snelmenger zoals aangegeven

' 9
het poeder werd, terwijl de impeller in bedrijf was, continu 61 g van een oplossing met

' 2% (\,\.r/w) gelaﬁne en 1% Methocel A-15 methylcellulose (Dow) verstoven. Hiema

Werd 0,1 g Aerosil 200 siliciumdioxide (Degussa) toegevoegd. Het gevormde granulaat
werdbl, kamertemperatuur gedroogd en gezeefd (300 - 700 ym). Het vochtgehalte
werd gesteld op 10% en de uitgevoerde analyse kwam uit op 8,4 BAUN/g.

Van de zo gewassen geimmobiliseerde lipase op poedervormig Clarcel

uVoorbet:lcl 1. Op het poeder werd, terwijl de impeller in bedrijf was, continu 59 g

van. een oplossing met 5% (w/w) gelatine verstoven. Hiema werd 0,1 g Aerosil 200

iciumdioxide (Degussa) toegevoegd. Het gevormde granulaat werd bij kamertempe-
tﬁﬁmr gedroogd en gezeefd (300 - 700 pm). Het vochtgehalte werd gesteld op 10% en
dé uitgevoerde analyse kwam uit op 10,1 BAUN/g.

VOORBEELD 8

00 Dit is een productievoorbeeld zoals de voorbeelden 1 - 7, maar met een
ander lipase voortbrengend micro-organisme.

[004_0}. - Bereiding van monster 1: in 51 ml gedeioniseerd water werden opgelost

12‘-,9-.g gevriesdroogde Candida antarctica B lipase in poedervorm met een activiteit
van 250.000 LU/g en 1,4 g Kollidon K25. In een snelmenger zoals aangegeven in
Voorbeeld 1 werd 50 g Celkate T-21 ingebracht en de hierboven aangegeven oplossing

van Candida antarctica B lipase werd, terwijl de impeller in bedrijf was, continu op de
poeder verstoven. Het gevormde granulaat werd gedurende de nacht bij kamertempe-

- 2 fatuur gedroogd en gezeefd (300 - 1000 pum). N
25 : [0041] Bereiding van monster 2: in 51 ml gedeioniseerd water werden opgelost

\<"129.g Candida antarctica B lipase en 0,86 g Methocel A-15. In een snelmenger werd
> 50 g Celkate T-21 ingebracht en de bovengenoemde oplossing werd, terwijl de impeller
in bedrijf was, continu op de poeder verstoven. Het gevormde granulaat werd gedu-

" rende de nacht bij kamertemperatuur gedroogd en gezeefd (300 - 1000 pm)

30°. " [0042]  Bereiding van monster 3: in 48 ml gedeioniseerd water werden opgelost

g Celkate T-21 ingebracht en de bovengenoemde oplossing werd, terwijl de impeller in

EU 0746 608 B1

. 12,8 g Candida antarctica B lipase en 0,81 g Kollidon K25. In een snelmenger werd 50 .
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diameter = 1,5 cm; lengte =20 cm
50g

Ethylglucoside*)

Decaanzuur

Tertiair butanol 25%

60 °C

30 g/

162 uur

4,98 kg
4,92 kg .
3,30kg |
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"he m ‘een gmnulaior of extruder inbrengen van een vloeibare

bestaande silica- of silicaatdrager

ge gx_d van een stam van Humicola, Candida antarctica of Rhizomucor miehei.
SRR
4
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12
)zc-,.vkél_gens conclusie 8, met het kenmerk: dat tijdens het granuleren of

~een vloeibare samenstelling va het bindmiddel door verstuiven

R

sebracht in de granulator of extruder.

gens conclusie 8 of 9, met het kenmerk dat het bindmiddel gela-

]2'e yolgens_'één der conclusies 1 - 10, met het kenmerk dat de vioeibare:
{Jnstellmg tijdens het granuleren of extruderen door verstuiven in de

'BEST AVAILABLE COPY
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